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DEFICE DE GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE EM 10 FAMILIAS
RESIDENTES NO NORTE DE PORTUGAL
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Resumo: O défice de Glicose-6-tostato Desidrogenase (G6PD)
¢ a enzimopatia eritrocitdria conhecida mais comum. atingindo mais
de 400 milhdes de pessoas em todo o mundo. Portugal € um Pais de
baixa prevaléncia da doenca sendo no entanto de registar a forte
imigracdo de areas endémicas, particularmente para o Sul do Pars.

Neste trabalho sdo apresentados e discutidos. os resultados do
estudo de alguns pardmetros bioquimicos e do estudo a nivel genético.
efectuado em 10 familias com défice de G6PD. num total de 13
individuos afectados (12 do sexo masculino e 1 do sexo feminino) e de
10 heterozigotas, referenciados a dois Hospitais Centrais do Norte
(Hospital Geral de Santo Antonio ¢ Hospital de Criancas Maria Pia).
Dos individuos afectados. 3 pertenciam a classe I e 10 a classe III,
segundo a classificaciio da Organiza¢io Mundial de Sadde.

Palavras-chave: G6PD: mutagdes: anemias hemoliticas. Norte
de Portugal.

Summary: The glucose-6-phosphate deydrogenase deficiency
(G6PD) is the most common enzymophaty known. affecting more
than 400 million people world-wide. Portugal is a low prevalence

= country, nevertheless it must be noted the strong immigration from
endemic areas, particularly to the South of Porrugal.

This report brings out and evaluates the results of some biochemi-
cal parameters and of a genetic study. made in 10 families with G6PD
deficiency, in which there were 13 affected individuals (12 males and
1 fernale) and 10 heterozygotic individuals. They were refered to two
Northern Central Hospitals (Hospital Geral Santo Antonio and Hospi-
tal de Criancas Maria Pia). Of the affected individuals, three were
classified as class [ and ten as class I11. according to the WHO.

Key-words: G6PD; mutations; haemolytic anemias: North of
Portugal.

INTRODUCAO

Fisiopatologia

O défice de Glicose-6-fosfato Desidrogenase (G6PD) é a mais
comum das enzimopatias eritrocitdrias conhecidas. atingindo mais de
400 milhdes de pessoas em todo o mundo. A descoberta desta entidade
nos anos 50 fez-se no contexto da investigacdo de crises hemoliticas
desencadeadas pela primaquina (droga com potencial oxidativo), no
tratamento anti-maldrico em popula¢io de raga negra (1).
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A G6PD & uma enzima que actua na via aerébia do catabolismo
da glicose (2), transtormando a glicose-6-fosfato em 6-fostogluconato
com redugio simultdnea do NADP a NADPH . Esta via é responsdvelt
pelo catabolismo de apenas 5% do total de glicose consumida pelo
eritrécito, o que torna evidente ndo ser esta a via essencial no
catabolismo da glicose, como forma de obten¢do de energia. A sua
principal importincia é assim a obtencdo da forma reduzida de
nicotina-adenina dinucleotido (NADPH). que entra no cicio da
glutationa. A sua fungdo nas células do organismo é a de preservar os
grupos sulfidricos de numerosas proteinas e de proteger as células em
geral contra efeitos oxidativos. Esta funcde € particularmente
pertinente no eritrécito, dada a acgido oxidativa dos radicais livres de
oxigénio, produzidos em grande quantidade nestas células (1. 2).

O gene da GOPD estd localizado no cromossoma X (banda Xg28)
(1). compreendendo 13 exdes e 12 intrdes distribuidos por 20 Kb de
DNA gendmico. pelo que em caso de deficiéncia a morbilidade incide
fundamentalmente em individuos do sexo masculino (hemizigotia).
As mulheres heterozigotas comportam-se como portadoras podeado.
no entanto, apresentar manifestacdes clinicas minor.

Em termos clinicos existem fundamentalmente dois tipos de
variantes (1, 2, 3, 4, 5):

- variantes que cursam com crises hemoliticas apenas em circuns-
tancias que impliquem “stress” oxidativo. com prevaléncia elevada
em determinadas dreas geogrdficas.

- variantes que cursam com hemdlise crénica de maior ou menor gravi-
dade. susceptiveis de agudizacio em situacGes que impliquem
igualmente “stress” oxidativo.

A classificacdo das variantes, de uma forma geral mais aceite e
recomendada pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude), procura
conjugar a expressdo clinica com a actividade residual da enzima(1),
dada a boa relacdo existente entre estas duas varidveis (Quadro I). De
referir que existe uma sobreposicdo na actividade residual da enzima
entre a classe [ e [I e por outro lado uma sobreposicdo na expressio
clinica das variantes da classe II e 1.

Epidemiologia

A deficiénciaem G6PD, é uma patologia com distribui¢io anivel
mundial desigual (1), com pafses com uma frequéacia que atinge os
25%, e outros cuja frequéncia € inferior a 0,5% (Fig. I).

Em Portugal, existe somente um estudo de prevaléncia desta
patologia (6), efectuado em 13785 rapazes em idade de cumprir o
servico militar. que aponta para uma prevaléncia de 0.51%, com
distribuigdo geogrifica desigual com maior prevaléncia no Sul do
pais. Este estudo incluiu 6 distritos do Norte de Portugal. 4 deles com

Quadro I - Classificagiio das variantes segundo a expressio clinica
¢ a actividade residual da enzima

~———Avda Boavista, 827 s
4050 Porto

Classe Expressio Clinica Actividade Residual da Enzima
[ Severa (AHNEQC) <20 %
I Moderada . <10%
1 Moderada 10-60 %
v Ausente S 100% T
A\ Ausente > 100 %

87




ARQUIVOS DE MEDICINA

Vol 11.N° 2

icas

D =-s2n

T
TR o- 10
“ I T

Fig. I - Distribuicdo geogrdfica do défice de G6PD.

uma prevaléncia de 0% (Viana do Castelo, Vila Real, Braga ¢
Braganca) ¢ 2 com uma prevaléncia de 0,05% ¢ 0.12% (Porto e Viseu
respectivamente).

Diagnéstico Laboratorial

O diagnéstico laboratorial de défice de G6PD, ¢ efectuado por
doseamento enzimatico (2). Existem no entanto situacOes particula-
res, em que é pertinente a existéncia de testes suplementares de
diagndstico (testes citoquimicos). particularmente no esclarecimento
da condigo de portadoras em individuos do sexo feminino.

A muther possui dois cromossomas X, o que ndo significa que

.. produza o dobro do material genético relativamente ao homem que s6

tem um cromossoma X. Isto é explicado pela teoria de Lyon. que
afirma que numa fase precoce da embrionogénese um dos
cromossomas X, paterno ou materno, € inactivado (corpusculo de
Barr) funcionalmente de uma forma aleatdria, fazendo com que
existam células que exprimam funcionalmente apenas o cromossoma
X materno ou em alternativa o cromossoma X patermno, sendo esta
caracteristica manifestada em toda a descendéncia celular. Portanto o
que se passa nas heterozigotas € um fendmeno do tudo ou nada, ou seja,
ndo sio todas as células que apresentamactividade diminuida, mas sim
existem duas populagdes de células: uma com actividade normal e
outra com actividade diminuida. E neste principio que se baseiam os
testes citoquimicos, em que sdo selectivamente coradas as células niio
deficientes em G6PD.

Estes testes sdo no entanto faifveis na presenga de lionizacdes ex-
tremas, em que somente o estudo a nivel molecular € conclusivo (1, 2).

Variantes

Nos tltimos 30 anos, foram publicadas e referenciados mais de
400 variantes de défice de G6PD, com base nas suas caracteristicas
bioquimicas nomeadamente (3, 4. 5):
- actividade enzimdtica
- mobilidade electroforética
- constante de Micaelis para a G6P e NADP
- pH optimo de actividade
- estabilidade ao calor

A partirde 1986, com a clonagem do gene da G6PD, o estudo das
mutagdes e polimorfismos iniciou-se desta vez a nivel genético. Estes
estudos vieram demonstrar uma menor heterogeneidade das variantes
previamente classificadas do ponto de vista bioquimico. Verificou-se
que variantes diferentes do ponto de vista biogquimico, correspondiam
2 mesma mutagdio a nivel molecular e que o contririo também era
verdade. ou seja, mutagdes diferentes a nivel molecular tinham as
mesmas caracteristicas bioquimicas. e -

Esta menor heterogeneidade das variantes € atribuida por alguns
autores (3. 7). 1 sobrevalorizagio-das—diferen¢as—eneontradas na
classificagio a nivel bioquimico, que em algumas situacGes se
deveram a diferencas nos reagentes comerciais utilizados, no grau de

QQ

desnaturacdo da enzima durante o processo de armazenamento e/ou
purificagio e no tipo de aparclhagem utilizada,

Umexemplo tipicamente descrito {3) onde esta situagio é eviden-
te, & a caracterizagdo a nivel bioquimico de duas variantes, Chicago ¢
Cornell, que mais tarde e j4 na era da genética molecular. se verificou
tratar-se de dois membros de uma mesma familia, portadores da
mesma mutagio (variante A-) (Quadro I1).

Com o desenvolvimento das técnicas de PCR e das técnicas de
sequenciac¢do de fragmentos de DNA amplificados . foi possivel muito
rapidamente aidentifica¢do até ao momento de 97 diferentes mutagoes
a nivel molecular (7, 8, 9. 10, 11, 12, 13, 14. 13).

As mutacdes encontradas sdo sobretudo mutacdes pontuais do
tipo “missense” (135), que condicionam a substituicio de apenas um
amino acido. Foram ainda descritos cinco casos em que coexistiam
duas, e um outro em que coexistiam trés mutacdes “missense”. S foi
descrita uma mutacio tipo nonsense (12) (Georgia) num individuo
heterozigoto. niio existindo referéncia a este tipo de mutagdo em
hemizigotia.

Nunca foram encontradas delecgdes de grandes porgdes do gene,
nem mutacdes que alterassem significativamente o seu “splicing”
normal. Foram encontradas cinco mutagfes deleccionais (7), trés com
deleccio de trés pares de bases (Sunderland, Urayasu e T'sukui), urna
de seis pares de bases (Stonybrook), e uma outra (a delegdo mais exten-
sa conhecida) de vinte e quatro pares de bases (Nara) (10). De referir
que nestas mutagdes, as bases mutadas sdo sempre miltiplos de 3. pelo
que ndo é alterada a ordem de leitura. S6 existe referéncia a uma
mutacdo que altere o splicing normal do gene. Esta mutagdo no intrio
10 (Vansdorf), origina uma alteraciio a nivel protéico que nio estd
ainda totalmente esclarecida (12).

MATERIAL E METODOS

A populacio a estudar compreendeu 23 individuos (13 doentes e
10 portadoras), pertencentes a 10 familias com défice de G6PD,
referenciados ao Servigo de Hematologia do HGSA e ao Servigo de
Hematologia do HCMP.

O diagnéstico foi confirmado em todos os doentes, por dosea-
mento enzimético, pelo método recomendado pela OMS, que se baseia
na redugio do NADP a NADPH. reacgdio com pico de absorvancia a
340 nm (2).

A identificacdo de portadoras foi efectuada por doseamento enzi-
madtico e por teste de elui¢do citoquimica (2, 16).

A determinacio da mobilidade electroforética da enzima foi
efectuada em tiras de acetato de celulose, em tampdo Tris-EDTA, pH-
7,5. A banda corresponente 3 G6PD foi corada e a mobilidade
quantificada (17).

A andlise anivel molecular, nas variantes da classe IIl. incidiuem
primeiro lugar na identificagio das mutagdes A- (376 A—G/ 202
G—A; 376 A—G/680 G—T; 376 A—G/ 968 T—C).

Quadro 1I - Caracterizag¢fio a nivel bioquimico da variante de
Chicago e da variante de Cornell

Chicago Cornel

Mobilidade electroforética (% do normal)

Tris 100 -

EBT 100 100

Fosfato 92 100
Actividade enzimadtica (% do normal) 17.5 5
Km G6P (umol/L) 67 55
Km NADP (pumol/L) 34 11.8
utilizagio de 2-deoxy-G6P (%) <4 <t
utilizagio de deamino-NADP (%) - 51
estabilidade ao calor 7 Tl
pH optimo Normal  Normal
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O DNA gendmico foi isolado, do sangue total. com o kit Qiamp
Blood (cat. da 29106 Quiagen Inc.. Chatsworth.. USA).

Os exdes 4, 5. 7 ¢ 9 foram amplificados por PCR (polimerase
Chain Reaction), utilizando “primers” especificos (Quadro III) (14).
Os amplicons assim obtidos foram submetidos a uma reacgdo de
restricdo, utilizando as enzimas apropriadas (Quadro III), nas
condigbes de reac¢do recomendadas pelo fabricante (New England
Biolabs). Os fragmentos assim obtidos. foram separados por electro-
forese em gel de agarose e visualizados num transiluminador UV,
depois de corados com Brometo de Etidio. As fotografias foram
efectuadas com peliculas Polaroid 667 (Sigma USA). Fragmentos de
tamanho reduzido (<100 pb), foram separados em gel de poliacrila-
mida a 8% e corados igualmente com Brometo de Etidio.

Nos casos da classe I, relacionados com Anemia Hemolitica Ndo
Esferocitica Crénica (AHNEC), procuramos confirmar 2 variantes
que a partida j& tinham sido identificadas pelo Departamento de
Hematologia do Roval PostGraduate Medical School, variante Nara
¢ a variante Tomah. A demonstrac¢io da variante Nara (delec¢io de 24
pares de bases no exdo 9), foi efectuada utilizando os “primers™ 5°-
GTCAAGGTGTTGAAATGCATCT e 3'-GGTGAAACCGTCGG
CAGGAGA, e da observacio do tamanho do fragmento amplificado
(10). A demonstragdo da variante de Tomah (mutacdo missense-1133
T—C,noexio 10) foi efectuada utilizando os “*primers” 5 -ACCCAA
GGAGCCCATTC e 5’CCCGCCCTCCACACTGCTCC, sendo o
fragmento obtido cortado com enzima de restricao (Fnu4HI) (9).

RESULTADOS

Foram reunidas 10 familias, correspondendo a 13 individuos
deficientes em G6PD. Destes, 3 tinham anemia hemolitica ndo
esferocitica crénica (classe [ da classificaciio da OMS), e os restantes
pertenciam & classe II1, da mesma classificagdo (Quadro 1V).

Os 3 individuos com AHNEC, eram de raca caucasiana. Dois
deles com actividade enzimadtica indetectdvel. pelo que ndo nos foi
possivel visualizar a banda correspondente 2 G6PD, na determinagio
da mobilidade electroforética. O outro caso, apresentou uma activi-
dade enzimdtica de 12%. com 94% de mobilidade electroforética. Nos
casos Je 11 do quadro [V as mutagSes a nivel molecular jd tinham sido
identificadas no Departamento de Hematologia do Royal PostGradu-
ate Medical School em Londres. Confirmamos esses resultados; no
caso 3 trata-se de uma mutaco deleccional de 24 pares de bases (del
953-976) (Fig. 2) e no caso 11 de uma mutacdo missense no exdo 10
(1153 T-C). No caso 10. o estudo a nivel molecular jd efectuado
ainda ndo nos permitiu identificar a mutacdo em causa.

Relativamente as 10 situagdes pertencentes a classe III da OMS,
de referir que 8 m uma mobilidade eletroforética rdpida relativamente
4 variante B. Sete delas referem-se a individuos de raca negra ou
mestiga, e correspondem todas & mutagio 376 A—G/202 G—A (Fig.
3 ed). Os 3 individuos restantes sdo de raga caucasiana, 2 deles t&éma
matagdo 376 A—G/968 T—C (Fig. 5) e outro a mutagdo 376 A—G/
202 G—A.

Foi ainda possivel estudar 10 portadoras de défice de G6PD. Os
resultados dos doseamentos enzimdticos e do teste de elui¢io
citoquimica estdo representados no Quadro V. Das situagGes que em

Défice de Glicose-6-tostato Desidrogenase

1 :
Fig. 2 - Deleccdo de 24 pares de bases no exdo 9 do gene da G6PD.
Os individuos | e 2 apresentam o gene normal (163pb), enquanto o
individuo 3 apresenta um fragmento delectado (139pb).

hemizigotia estdo relacionados com a classe III. apenas uma
apresentou actividade enzimdtica severamente reduzida (18% do
normal). Das restantes quatro, uma apresentou actividade normal
(110%), e trés actividades moderadamente reduzidas (em média 68%
do normal [65% a 73%]). As situacdes que em hemizigotia estiio
relacionados com a classe I, apresentaram actividade enzimdtica
proxima do normal (apenas uma apresentou actividade inferior a
75%). Todas estas portadoras apresentavam eritrocitos deficientes em
G6PD (10 a 42%).

DISCUSSAO

A baixa prevaléncia descrita desta patologia no Norte de Portu-
gal, foi de alguma forma confirmada pelo reduzido nimero de casos
reunidos. em dois hospitais centrais do Norte.

Das 10 familias reunidas, 5 eram de origem Portuguesa, 4 de
origem Africana e uma de origem Sul Americana. As mutacgdes da
classe I foram encontradas apenas em familias de origem Portuguesa.
As duas situagGes da classe [II encontradas nas familias de origem
Portuguesa, correspondem a variantes A-emque a mutacio 376 A—G
estd associada a mutagdo 968 T—C. Esta associagdo € menos comum
dentro das variantes A-. As 3 situagdes da classe III, encontradas em
familias de origem ndo Portuguesa, sdo variantes A- em que a muta¢io
376 A—G estd associada a mutagdo 202 G—A. Esta associagdo € a
mais frequente dentro das variantes A-.

Se compararmos estes resultados com os publicados recentemen-
te (Quadro V1), por Weiming Xuetal em 1995, num artigo que analisa
as muta¢Oes encontradas em diferentes grupos étnicos, verificamos
uma certa analogia com as Ilhas Candrias, onde a mutagéo

Quadro I11 - Reagentes utilizados na detecgfio das mutac¢esA- por PCR-RFLP do gene da G6PD

PCRexon Mutagio ''Primer” -5’ "Primer'" -3’ Enzima de Fragmento Fragmento Fragmento
# restricio ndo cortado cortado  cortado
Normal  Mutacdo
b4 202 GoA SGTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTG 3'GTTTGTCTCACTCGGGAAGAAGTTC  Nlalll 109 109 63/46
Il .5.376 A>G STGGCCAGTACGATGATGCAG 3TGGCGGAGAAGATGGACCGG™ Foki 90 BTV -7
M 7 680 G—T SACATGTGGCCCCTGCACCAC 3IGTCCCACCGTCTCCTCAGTG ~ 777 BStNI™™ 7~ =—242—~— 213/29 - 98/115/29
IV 9 968 T—»C STCCCTGCACCCCAACTCAAC ICGGGTCGTTCCGTCTTGACC Neil 282 282 162/120
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Quadro IV - Resumo das mutacdes, caracteristicas bioquimicas, origem familiar e geogrifica para os 13 doentes com défice de G6PD

Familia Caso Origem racial

Actividade enzimdtica (% do normal)

Classe da OMS Mobilidade eletroforética  Mutagio a nivel genético

¢ (% do normal)

I I Mestiga- Angola” 40 mo 109 376A—G / 202G— A
2 2 Negra-Sdo Tomé e Princepe v 17 111 112 376A—G /202G—A
3 3 Caucasiano- Portugal Indetectavel I ) del 953-976 b)

4 4 Caucasiano- Portugal « 15 A 109 376 A—G/968T—C
5 5 Caucasiano- Portugal ) 11 ) 376 A—G /968T—C
6 6 Mestiga- Angola ¥ 20 11 12 376A—G / 202G—A
6 7 Mestica- Angola “ 11 11 112 376A—G /202G —A
6 8 Mestiga- Angola V¥ 10 I 112 376A—-G/202G—A
7 9 Caucasiano- Venezuela * 5 I 113 376A—G / 202G—A
8 10 Caucasiano- Portugal Indetectavel 1 a) d)

9 1t Caucasiano- Portugal 12 I 94 1153 T—=Chb)

10 12 Negra - Zaire 23 111 108 376A—G/202G—A
10 13 Negra - Zaire 24 11 108 376A—G /202G—A

a} Nao foi possiveld a banda correspond
¢ confirmado por nis; ¢) So tivemos acesso ao DNA; d) Ainda ndo foi identificada a mutagao.

104 pb

B G5 ph
A6 po

o 4 5

Fig. 3 - Detec¢do da mutagdo 202 G—A no exdo 4 do gene da G6PD.
Os individuos I e 2 apresentam o gene normal (109 pb), bem como o
gene mutado (corte de restrigdo originando bandas com 63 pb e 46pb.
Note-se que a fraca intensidade da banda de 46 pb por vezes
impossibilita a sua visualizacdo com brometo de etideo). Os
individuos 3.4 e 5 apresentam apenas o gene mutado.

109 pb

63 pb
45 pb

L
Fig. 4- Detec¢do damutagédo 202 G—Ano exdo 4 do gene da G6PD.O
individuo 2 apresenia o gene normal (109 pb), bem como o gene
mutado (ver legenda da fig 3). Os individuos I e 3 apresentam apenas
0 gene mutado.

Mediterranica (563 C—T), ndo foi encontrada e onde a mutagiio A-
(376 A—>G/ 968 T—C) foi encontrada em 4 individuos.

As muta¢des relacionadas com as formas mais graves. que
cursam com AHNEC, estdo maioritariamente localizadas entre os
residuos 380 e 450, zona que durante muito tempo se pensou ser o local
de ligac¢io daenzimaao NADP+ Actualmenteo modeto experimental
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d G6PD dado a actividade enzimdtica serindetéctavel; b) Estudo efectuado no Departamento de Hematologia do Royal PostGraduate Medical Schoolem Londres

Fig. 5 - Deteccdo da mutagéo 968 T—C no exdo 9 do gene da G6PD.
O individuo 1 apresenta apenas o gene normal (fragmento néo
cortado com 282 pb). Os individuos 2 e 3 apresentam o gene mutado
(fragmentos de restricdo com 162pb e 120 pb).

Quadro V - Resumo da actividade enzimatica e percentagem de
eritrécitos com deficiencia enzimética de G6PD nas 10 portadoras
estudadas

Caso Actividade % de células deficientes  Classe da OMS

enzimética em G6PD em hemizigotia

(% do normal)
I 18 100 I
2 73 40 I
3 65 32 I
4 66 20 it
5 60 42 I
6 90 10 I
7 102 10 1
8 75 20 I
9 85 35 I
10 110 0 111

Quadro VI - Comparacio das mutagdes em alguns grupos étnicos
(adaptado da ref. 12)

Grecia Ithas candrias Republica Checa

N° de individuos estudados 23 14 13
Mediterrinica (563 C—T) 19 0 0
A- (376A—G / 202G—A) I 7 0
A- (376 A—=G /968T—-C) 0 4 0
Qutras mutacdes et S M 13
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de N E Naylor et al de 1996 (11), relaciona estas mutagbes com os
locais de ligagdo dimérica da enzima, o que explicaria a sua baixa
estabilidade.

Contrariamente a0 que acontece com a variante Tomah (1153
T—C), a variante Nara n3o se situa no local do gene onde estdio
condensadas a maioria das mutagdes que cursam com AHNEC. Isto,
associado ao facto de se situar no local da mutacdo A- (968T—C),
pode sugerir que a gravidade clinica desta situagéo poderd ndo estar
directamente relacionada com o local da mutagio, mas sim com as
bases delectadas (11).

Relativamente 4 detec¢fo do estado de heterozigotia, é de referir
que nas 5 situagdes estudadas que em hemizigotia estéo relacionadas
com a classe IIl, o doseamento enzimatico foi informativo em 3.
Relativamente as outras 2 situagdes (caso | e 10 do quadro V) o
doseamento enzimatico, o teste de elui¢io citoquimica e a electrofore-
se da enzima foram compativeis com homozigotia. No caso 1 com
deficiéncia ¢ no caso 10 com normalidade. O estado de portadoras
nestas situacdes s6 foi possivel definir face ao resultado (Fig. 3e4) do
estudo a nivel genético. Uma possive] explicagdo para estas
discrepéncias consiste na presenca de lionizagGes extremas ou sejaque
na embrionogénese tenha ocorrido um desiquilibrio na inactivaco
dos cromossomas X, tendo o cromossoma X normal ou anormal sido
desfavorecido, face ao outro cromossoma X. Esta hipétese poderia
assim explicar tanto o caso 1 (lionizacdo extrema no sentido da
deficiéncia) como o caso 10 (lionizagdo extrema no sentido da
normalidade). O caso 1 pode ainda ser explicado pela presen¢ade uma
dupla heterozigotia. Nesta hipdtese, o segundo cromossoma X
possuiria uma mutacdo nfo detectada, o que ocasionaria a auséncia de
um gene da G6PD normal. Uma outra alternativa para o caso 1 consiste
na existéncia de um corte de restri¢cdo incompleto. No entanto, o facto
de as reacgdes de restricdo terem sido efectuadas com excesso de
enzima durante 18 horas, aliado a reprodutibilidade destes resultados
leva-nos a favorecer as hipdteses anteriores. Como a frequéncia de
lionizagdes extremas descrita é de 2% (1), uma mera andlise de proba-
bilidades leva-nos a favorecer a hipdtese da dupla heterozigotia no
caso 1,jdque o caso 10 s6 pode ser explicado pelalionizacio extrema.

Em nenhum dos casos que em hemizigotia estdo relacionados
com a classe 1. o doseamento enzimatico foi totalmente informativo.
No entanto, o teste de eluigcdo citoquimica permitiv concluir da
condi¢do de portadoras.

O presente estudo permitiu assim estabelecer a relativa frequén-
cia das variantes A- na populagdo residente no Norte de Portugal. De
salientar em particular a frequéncia da mutagdo 376 A—G/968 T—C.
Assim, em futuros testes genéticos de despiste desta patologia, estas
mutacOes deverdo ser prioritdriamente testadas. De igual modo, a

detecgdo de portadoras em situagBes que cursam com AHNEC e em
situagbes de doseamentos enzimdticos compativeis com homozigotia
deverd incluir um teste citoquimico, para despiste de desiquilibrios de
lionizagdo.
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